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論 文 内 容 要 旨
第一章 序論
白血球は,骨 髄中に存在する造血幹細胞に由来する細胞群で,主 として生体の防御反応をっか
さどっている。これらの細胞 はある寿命により死滅 し,新 たな細胞が供給 されることにより一定
の細胞群が維持されていると考えられている。しか し,こ れらの現象の多くはほとんど解明され
ておらず,白 血球の分化機構 は生体防御機構の中心的課題である。
白血球,特 に リンパ球 は形態学的には区別できず,多 くの場合特異表面抗原を認識するモノク
ローナル抗体(mAb)に より区別されている。細胞表面抗原は,白 血球 の分化ステー ジの確立
においても重要であり,分 化そのものとその発現との相関も興味深い問題である。





てはまったく明 らかでなく,単 球系細胞との関連にっいてもほとんど知 られていない。本研究で
は,ク ッパー細胞がCD8分 子を発現 していることを見いだ し,そ の高発現細胞が クッパ ー細胞
の前駆細胞である可能性について考察する。
(結果及び考察)
Fisherラ ット肝細胞を密度勾配遠心にかけて分画 し,そ の非実質細胞画分をさらにナイロン
ウールカラムを用いて分画 し,ナ イロン非付着性でプラスチックに軽度に付着する大型の細胞群
を得た。この細胞(PK:u細 胞と呼称)は クッパー(Ku)細 胞 とは異なり数時間 の短期培養では
プラスチックプレー ト上に伸展せず,ま たラテックス ビーズに対す る貧食能を示さない。PKu
細胞 とKu細 胞の表面抗原を比較検討 した結果,両 者 ともにCD4,CD8,NK細 胞抗原(3.2.3)
及び単球抗原(OX-41)を 発現 しているが,CD8及 び3.2.3抗 原の密度はKu細 胞ではきわめ
て低いのに反 して,PKu細 胞は高密度の両抗原の発現が認められた。PKu細 胞 に表現されてい
るCD8抗 原鎖はRT-PCR法 による検索の結果,α 鎖 のみでありβ鎖 は発現 していないことが確
認された。
すなわち,ラ ット肝臓中にはクッパー細胞 と異なる単核球が存在 していることが示された。本
細胞は,(1)CD4を 強く発現 し,(2)CD2を 発現 しないこと,(3>FSC,SSC(FACS解 析による)が
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リンパ球 とは異なることから,肝 臓に多 く存在することが知 られているピット細胞 とは異なるこ
とが明らかにされた。また,Ku,PKu両 細胞 ともCD8及 び3.2.3抗 原を発現 していた。 これ
らはラットにおけるNK細 胞抗原であり(CD8が α鎖 のみにて発現 している),Ku細 胞 とNK
細胞の系列間の関連性が注 目される。さらに,ラ ットの末梢マクロファージはいずれの抗原も発
現 しないことから,Ku細 胞へのコミットメントと両分子の発現がどのように制御 されているの
かにっいても興味がもたれる。
PKu細 胞を12時 間培養す ると,一 部の細胞は伸展 し,ラ テックスビーズを取 り込むが,フ ォ
ルボールエステル(PMA)の 存在下で培養 した場合には多 くの細胞が伸展 し貧食活性を示 した。
またこれらの細胞ではCD8抗 原の密度が低下し,そ の性質はクッパー細胞に類似 した。
以上の結果,ラ ット肝臓にはKu細 胞の前駆細胞と思われる新 しい細胞群(PKu細 胞)が 存在
することが明 らか となった。
第三章 ラットT細 胞におけるThy-1抗 原の発現とその分化抗原としての有用性
Thy-1抗 原 は,当 初,マ ウスにおいて胸腺及び脳にて発現が認められるアロ抗原として見いだ
された。マウスでは,ほ とんどすべてのT細 胞に発現することから,T細 胞の有用なマーカーと
して汎用されてきた。しかし,ラ ット成熟 丁細胞ではその発現 が認 め られず胸腺細胞でのみ発
現するものと考えられてきたが十分な解析はなされていない。 それは,ラ ッ ト系ではT細 胞特
異抗原が存在せず,T細 胞上の抗原の発現を厳密に調べることができなかったためと考えられる。
最:近,我 々は抗 ラットCD3抗 体 を作製 し報告 してきた。今回,CD3抗 原をT細 胞特異抗原 と
して用い,ラ ットT細 胞におけるThy4抗 原の発現にっいて精査 した。
(結果及び考察)
末梢 リンパ組織(脾 臓 リンパ節,血 液)のT細 胞におけるThy-1抗 原及びCD3の 発現 を,
それぞれを認識す るモノクローナル抗体を用いて二重染色 し解析 した。末梢T細 胞 の約15%が
Thy-1弱 陽性(Thy-110)で,残 りは陰性であった。また,Thy-1抗 原 の発現 はT細 胞(CD3陽
性細胞)に のみ認められた。Thy-1抗 原の発現の強弱により分離できるふたっのT細 胞は,い ず
れも固相化CD3抗 体の刺激に反応 し増殖 したことか ら,両 群 とも完全な分化を終えた成熟T細
胞であることが示 された。
胸腺細胞 は,多 くの細胞 がThy-1抗 原 を強 く発現 しているが(Thy-1hi),一 部の細胞 は
Thy-110で あった。Thy41。 はCD3を 強 く発現する(CD3hi)細 胞に限局 しており,CD4,CD8と
の三重染色による解析では,CD4,CD8単 独陽1生細胞(SP)に 認められたことか ら,Thy-110胸
腺細胞は成熟T細 胞を多 く含むものと思われた。
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以上のことからラットT細 胞 は胸腺 にて,
CD3-Thy-1bi→CD31。Thy-1幅 →CD3田Thy-Pi→CD3聴Thy-11。
という形質を経て末梢に供給 されるものと思われた。
Thy-1hか 、らThy-r。 への変化が,胸 腺SP細 胞のfinalma七urationに 関与する可能性が示唆
された。
各細胞群のFSC(細 胞の大 きさを反映)の 比較は,上 記の分化過程に矛盾 しない結果 を示 し
ている。すなわち,CD3鞭hy410はCD3垣Thy-1h'に 比べて,末 梢の成熟T細 胞 に近 い大 きさを
呈 している。
次に,末 梢Thy-110T細 胞にっいて,ラ ットの週齢を変えて調べた。新生児 ラッ トでは,CD3
陽性細胞中にしめるThy-1】oの割合が36%と 高いが,加 齢とともに低下 し,28週 齢以降ではまっ
た く検出されない。これは,Thy41。 が末梢にて徐々にThy-1抗 原を失 ってい くことを反映 して
いるものと思われる。
最後に,小 腸上皮 丁細胞におけるThy-1抗 原の発現にっいて調べたところ,ま った く検出で
きなかった。小腸上皮T細 胞には胸腺外にて分化 したT細 胞が含まれ ることが報告 されている
が,Thy-1抗 原の発現 も通常の胸腺依存的分化を遂げた末梢T細 胞とは異なっていることが示さ
れた。胸腺外におけるT細 胞の分化にっいてはほとんど不明であることか ら,Thy-1抗 原の発現
と,胸 腺外分化T細 胞 との関連性が注目される。
以上のことから,Thy-1抗 原はラッ トT細 胞の分化状態を反映することが示され,ラ ットにお
けるT細 胞分化の研究に重要な情報を提供するものと思われた。
第四章 ラッ ト骨髄中に存在するCD3陽 性T細 胞
骨髄移植 におけるGVH反 応の原因と考えられる骨髄 丁細胞 は,こ れまで臨床的見地からの研
究に終始 し,そ の分化プロセス及び骨髄中での反応性にっいてはほとんど知 られていない。





まず,若 齢(6-8週 齢)及 び加齢 ラット(28週 齢以上)骨 髄の リンパ系細胞 におけるCD3÷
細胞をFACSに より解析 した。若齢 ラットではほとんど見いだせないが,加 齢 ラッ トでは20%
程度存在 していた。さらに,CD3÷ 細胞は加齢にともない増加 した。
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次に,骨 髄 丁細胞のCD4,CD8,TCRα/β の発現について二重染色法を用いて検討 した。
CD3+CD4+とCD3+CD8+T細 胞の比率が脾臓T細 胞 と比較 し,著 しく異なっていた。すなわち,
末梢 リンパ組織では通常,CD4/CD8比 は1ま たはそれ以上であるのに対 し,骨 髄T細 胞では
0,4程 度であった。また,マ ウスで報告 されているようなCD3+CD4-CD8一 細胞は見いだせなかっ
た。また,骨 髄T細 胞の多 くは脾臓同様TCRα/β タイプであった。
次 に,CD8の 構造 にっいて,CD8α/β を認識 す るモノクローナル抗体(mAb),341
(T.Hunig教 授より恵与)を 用いて解析 した。骨髄T細 胞はほとんどがCD8α/β 構造を有 して
おり,脾 臓T細 胞と同様であった。
さらに,TCR-Vβ 遺伝子の使用頻度を検討す るため,各TCR-Vβ に対す るmAb(T.Hunig
教授より恵与)を 用いて解析 した。各mAbで 認識されるVβ にっいては発現頻度に骨髄,脾 臓
間で差は認められなかった。
また,ヌ ー ドラットを用いて骨髄 丁細胞の出現を調べたところ,加 齢 ラッ トにおいて若干認
められたが,正 常ラットに比較 し,そ の数が著 しく少なかった。すなわち,骨 髄T細 胞 は胸腺
依存的に分化 した細胞であることが示唆された。
次に,骨 髄T細 胞の反応性 について,固 相化抗ラットCD3mAbを 用いて解析 した。顕著な
反応性を示す脾臓T細 胞 に対 し,骨 髄T細 胞はほとんど反応 しなかった。 そこで,Cell-Sorter
を用いてT細 胞を純化 し,先 と同様に検討 したところ,骨 髄 丁細胞は脾臓T細 胞 と同様に増殖
した。 しか し,T細 胞を除いた骨髄細胞を共存させることにより反応は完全に阻止された。また,
両者の直接的な接触をな くすことにより阻止反応は解除された。すなわち,骨 髄T細 胞は,TCR
を介 した刺激に反応 しうるが,骨 髄環境下では負の制御を受けているものと思われた。
(考察)
本研究において,我 々はラット骨髄T細 胞の性状を初めて明 らかに した。
近年,胸 腺以外の組織にて分化,増 殖 したと思われるT細 胞の報告がマウス系 にて数多 くな
されている。これ らのT細 胞 には以下にあげる共通点が存在する。(1)ヌー ドマウスにて,正 常
個体と同様に存在する。(2)本来胸腺にて除去されるべき禁止 クロー ンが存在する。(3)TCR-Vβ
の使用頻度に著 しい偏りが認められる。(4)加齢 とともに増加する。
本研究にて明 らかにされたラット骨髄T細 胞は,ヌ ー ドラットではあまり認め られず,TCR-
Vβ の偏 りも観察されなかった。また,胸 腺多分化T細 胞であることが知 られている小腸上皮
T細 胞に特徴的なCD8α/α ホモダイマー構造 も認められなかった。すなわち,骨 髄T細 胞は胸
腺依存的に分化を遂げた細胞であることが示された。 しか し,CD4/CD8比 の顕著 な差や,加 齢
とともに増加することは末梢T細 胞 とは明 らかに異なっており,CD8+丁 細胞が加齢 とともに骨
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髄に出現するメカニズムにっいてさらに追求する予定である。
また,骨 髄T細 胞は骨髄環境下ではほとんど反応 しないが,そ の原因は環境側 にあ り,純 化
した場合には反応性を有することが示された。骨髄造血環境は厳格に制御された閉鎖系であり,
丁細胞の活性化による環境変化は個体にとって不利益なものになることが予想される。 しかし,
骨髄非T細 胞の直接的な接触によりT細 胞の反応は負に制御され骨髄 の恒常性 を維持 している
ものと思われた。
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審 査 結 果 の 要 旨
リンパ球を中心とした白血球は免疫の誘導及び発現に中心的な役割を担 っている。白血球には
様々な亜群(サ ブセット)が ありそれぞれ異なった機能を持 っている。これらの分別には一般的
にその表面に発現されている分化抗原(CD)が マーカーとして利用 され,実 際には種々のCD
抗原に対する単クローン抗体がその検出に利用されている。




離 し,こ の細胞 はT細 胞のマーカーであるCD8抗 原を多量に発現 した特徴ある細胞であること
を明 らかにした。この細胞はクッパー細胞 とは異なり,そ のままでは器壁に付着 して伸展する性
質や貧食活性は有 しないが,培 養すると形態がクッパー細胞に類似 し,ま た貧食活性を示すよう
になることか ら,ク ッパー前駆細胞であることが示唆された(第2章)。
次に,T細 胞マーカーであるThy-1,CD4,CD8及 びCD3に 対す る単 クロー ン抗体 を用 い,
ラットの胸腺細胞と末梢(脾 臓)リ ンパ球におけるこれ らの抗原発現を比較検討 し,末 梢 丁細
胞の由来にっいて検討 した(第3章)。 その結果,胸 腺 リンパ球の多 くは高密度のThy-1を 表現
しているが,そ のほかに低密度のThy-1と 高密度のCD3を 発現 している細胞群があることを見
いだした。またこれらの内にはCD4ま たはCD8の 片方のみを発現 している細胞群 もあることも
確認された。一方,末 梢 リンパ球では多 くはThy-1陰 性であ り小数の リンパ球のみが低密度 の
Thy-1を 発現 していた。 これ らの観察結果は,末 梢のT細 胞は低密度Thy-1陽 性T細 胞 と して
胸腺か ら供給され,や がてThy-1陰 性T細 胞に変化することが示唆された。
次いで各種白血球の供給源である骨髄におけるT細 胞の性質について検討 した(第4章)。 ラッ
ト骨髄か ら分離 したT細 胞 は脾臓の 丁細胞 とは異なり多 くはCD8陽 性であり,こ の細胞 はラッ
トの加齢に伴って増加 した。高齢 ラットにおけるこのT細 胞は固相化 した抗CD3抗 体の刺激 に
より分裂するが,骨 髄におけるT細 胞以外の細胞を培養中に添加す ると,こ の分裂応答が抑制
されることも証明された。
以上の結果は,ラ ットにおける新 しい白血球または丁細胞群 の発見 と共 に,そ れ ら細胞群の
免疫系における役割を明らかにした点で評価される。よって本論文は博士(薬 学)の 学位論文と
して合格と認める。
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